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Interferon:
Wesentlich vereinfachte, enzym-immunologische Bestimmung mit zwei monoklonalen Antikörpern
Von H. Gallati
Zentrale Forschungseinheiten F. Hoffmann-La Röche & Co., Ltd., Basel, Schweiz
(Eingegangen am 28. April/S. Juli 1982)
Herrn Prof. Dr. Dr. Walter Boguth zum 65. Geburtstag
Zusammenfassung: Basierend auf dem Festphasen Sandwich-Prinzip erfolgt die enzym-immunologische Bestimmung
des humanen Leukocyten-Interferons (HuIFN- ) mit einer wesentlich vereinfachten Testmethode. Dabei wird das
Interferon der Proben und der mitzuführenden Standardlösungen während eines einzigen Inkubationsschritts einer-
seits an eine mit monoklonalem (Maus) Anti-Interferon beschichtete^Polystyrolkugel gebunden und andererseits mit
einem zweiten monoklonalen (Maus) Interferon-Antikörper, an den Meerretich-Peroxidase gekoppelt ist, markiert.
Nach dieser immunologischen Inkubation wird das nicht gebundene Material durch Waschen entfernt und anschließend
die Menge der an die Kugel gebundenen Peroxidase enzymatisch gemessen. Die dabei entstandene Farbintensität wird
photometrisch bestimmt und ist der Interferon-Konzentration in den Proben und den Standardlösungen direkt propor-
tional.
Die Nachweisgrenze dieses enzym-immunologischen Tests kann je nach Art der Testdurchfiihrung bis 1001.U./l Inter-
feron gesteigert werden. Der Variationskoeffizient in der Serie beträgt 3—6%. Die Serumproben können ohne jede Vor-
behandlung direkt für die Interferon-Bestimmung eingesetzt werden. Die Inkubationsdauer beträgt je nach gewünschter
Testempfindlichkeit zwischen 30 Minuten und 24 Stunden.
Interferon: A greatly simplified, enzyme-immunologicaldetermination, using two monoclonal antibodies
Summary: Human leukocyte interferon (HuIFN- ) can be determined by a substantially simplified enzyme-immuno-
logical method, based on the solid phase Sandwich principle. In a single Step, the interferon in the sample or the
Standard solütion (tests and Standards are run concomitantly) is bound to ä polystyrene bead coated with monoclonal
(mouse) antiUinterferon, and at the sarhe timeit is labelled with a second monoclonal (mouse) interferon antibody,
which is coupled to horse rädish peroxidase. After this immuridlogical incubation, the non-bound material is removed
by washing, and the quantity of peroxidase bound tö the bead is measured enzymically. The resulting colour intensity
is determined photometrically, and it is directly proportional to the interferon concentration in the sample.
The detection limit of the test can be äs low äs 100 LU./l interferon, depending on the assay conditions. The Variation
coefficient within series was 3—6%. Serum samples can be used directly in the test without pretreatment. Depending
on the required sensitivity, the incubation may be performed for periods between 30 minutes and 24 hours.
Einfuhrung Nucleinsäuren oder auch mit anderen Substanzen
· . - « - -«
 T o r - j können verschiedene Zellen im Organismus der Wirbel-Däs Interferon wurde 1957 von Isaacs SL Lindemann , .. ..
 4 , _ 4 ° ,.,, .
t . '.. v- t AI . _ · i t r i tiere dazu stimuliert werden, Interferone zu bilden undals eine natürliche Abwehrsubstanz gegen virale Infek- . .
 A 1 . ' „7. ....
, . , .. e e zu sezermeren. Als interzellulare Wirksubstanzen erhohen
turnen beschneben (l). ^ Interferone die Virusresistenz der Zellen, hemmen
Heute ,Hennt man eine Vielzahl von Interferonen, die als das Wachstum und die Teilung normaler und maligner
niedermolekulare Glycoproteine charakterisiert werden Zellen, aktivieren die natürlich vorkommenden Killer-
und eine außerordentlich hohe biologische Aktivität zellen und stimulieren spezielle Immunsysteme. (Über-
besitzen. Durch den Kontakt mit Viren, mit deren Sichtsartikel: I.e. (2-9)).
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Die Leukocyten synthetisieren nach vitaler Induktion
über 10 verschiedene Interferone. Diese Leukocyten-
interferone (HuIFN- ) können heute mit Hilfe der Gen-
technologie in größeren Mengen hergestellt werden
(10-13). In der vorliegenden Arbeit wird eine enzym-
immunologische Bestimmungsmethode für in Bakterien
(E. coli) durch DNA-Rekombinationstechnik herge-
stelltes Leukocyteninterferon (HuIFN- ,.) beschrieben.
Das bisherige Nachweisverfahren (14-15) basiert auf
der antiviralen oder der cytopathischen Aktivität des
Interferons. Die Resultate werden in internationalen
Einheiten (LU.) angegeben. Eine I.U. ist definiert als
der Kehrwert jener Interferon-Verdünnung, die entweder
die Virusplaquebildung zu 50% hemmt oder 50% des
Zellrasens schützt. Eine I.U. entspricht etwa 10 Attomol
Leukocyteninterferon (9). Der biologische Interferontest
ist arbeitsaufwendig und komplex in der Durchführung.
Er ist auch störanfällig, indem neben Interferon noch
andere Bestandteile in den Proben das Zellen- oder das
Viruswachstum beeinflussen können.
\ \
Nachdem monoklonale Interferon-Antikörper für die
affinitäts-chromatographische Reinigung des Leukocyteri-
interferons hergestellt wurden (16), waren auch die Vor-
aussetzungen für die Entwicklung eines radio-immuno-
logischen (17) und eines enzym-immunologischen
Interferontests gegeben (l 8).
Der hier beschriebene, enzym-immunologische Inter-
ferontest basiert auf dem Festphasen-Sandwich-Prinzip
und wird mit einem wesentlich vereinfachten Testver-
fahren durchgeführt. Das Interferon der Proben sowie
der mitzuführenden Standardlösüfigen wird während
eines einzigen Inkubationsschritts einerseits an die
mit einem monoklonalen (Maus) Interferon-Anti-
körper beschichtete Polystryrolkugel ( = 6.35 mm)
gebunden und andererseits mit einem zweiten mono-
klonalen (Maus) Interferon-Antikörper, an den Meer-
rettich-Peroxidase gekoppelt ist, markiert. Nach dieser
immunologischen Reaktion wird das nicht gebundene
Material durch einen Waschschritt entfernt und an-
schließend die Menge der an die Kugel gefundenen
Peroxidase enzymatisch gemessen. Öie dabei entste-
hende Farbintensität wird photpmetrisch bestimmt.
Sie ist der Interferon-Konzentration in den Proben
und den Standardlösungen direkt proportional.
Das Prinzip dieses wesentlich vereinfachten, immuno-
logischen Testverfahrens ist in der Abbildung l schema-
tisch dargestellt.
Zur enzym-immunologischen Interferqn-Bestimmung
werden in Teströhrchen 0,2 ml Probe oder 0,2 ml toter*
feron-Staridardlösungen mit 0,05 ml AntMEnterferpri-
Peroxidase-Konjugatlösung gemischt, eine mit Anti-
Interferon sensibilisierte Polystyrolkugel zugegeben
und bei 18-26 °C während 30 Minuten bis 24 Stunden
inkubiert. Nach einem einfachen Waschschritt wird an-
schließend die immunologisch an die Kugel gebundene
Peroxidase enzymatisch bestimmt und mit Hilfe der
mitgeführten Standards der Iriterferongehält in den
Proben berechnet. Für die Interferon-Bestimmung
brauchen die Proben nicht vorbehandelt zu werden.
Die Nachweisgrenze dieser Testmethode kann maximal
bis 1001.Ü./l Interferon gesteigert werden.
Zur Überwachung der Produktion und der Reinigung
des Interferons kann die Dauer der immunologischen
Reaktion auf 30 Minuten reduziert werden. Mit diesem
„Rapid"-Test wird ein Meßbereich von 0-106 I.Ü./l bei
einer Nachweisgrenze von 20 03 I.tl./l Interferon
erreicht.
.-· >
Die vorliegende Arbeit berichtet über die Optimierung
der enzym-immunologischen Interferon-Bestimmung.
Testprinzip (schematisch)
Kugel-(Maus)-Anti-IFN-<* Probe + (Maus)-Anti-IFN'Qt-Peröxidase
Standard
0,5-24 h (18-26 °C)
Kugel-(Maus)-Anti-IFN-a- lFN- \-(Maus)-Anti-IFN-ct-Peroxidase
Kugel-(Maus)-Anti-IFN-of-
+ Probenmatrix
C+ (Maus)-Anti-IFN-ar-Peröxidase (ungebunden)Waschschritt ——
enzymatische
Reaktion
Substrat Reaktionsprodükt
Phötometi. Messung
Abb. 1. Schematische Darstellung der enzym-immunologischen Interferonbestimmung nach der ,3mtopf'-Testmethode.
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Material und Methoden
Reagenzien
Die beiden monoklonalen (Maus) HuIFN-ar-Antikörper (LI-1
und LI-9) wurden von Prof. Th. Staehelin, F. Hoffmann-La
Röche & Co. Ltd., Basel, hergestellt. Die Antikörper wurden
aus Ascitesflüssigkeit durch Ammoniumsulfat-Fallung und
DEAE-Cellulose-Chiomatographie isoliert.
Meerrettich-Peroxidase, ein lyophilisiertes Produkt vom
Reinheitsgrad I, wurde von der Firma Boehringer, Mannheim,
bezogen.
Die Polystyrolkugeln mit einem Durchmesser von 6,35 mm
wurden von der Firma Spherotech AG, Zürich, und die Kunst-
stoff-Teströhrchen (11 X 75 mm) von der Firma Sarstedt
geliefert.
Alle verwendeten Chemikalien waren von analytischer Reinheit.
Proben und Standards
Neben den Proben aus der bakteriell durchgeführten Produktion
von Interferon (HuIFN- ,) (Hoffmann-La Röche, Basel, Schweiz)
wurden auch Humanseren von Blutspendern mit diesem Leuko-
cyteninterferon (HuIFN- ,) aufgestockt und analysiert.
Als Interferon-Standards dienten einerseits eine Probe mit
bakteriell gewonnenem Interferon und andererseits eine Lösung
mit aus Blut gereinigtem Leukocyteninterferon. Beide Standards
wurden vorgängig im biologischen, antiviralen Test bestimmt.
Beschichtung von Polystyrolkugeln mit monoklonalem (Maus)
Anti-HuIFN-otj;
Basierend auf der Beschichtungsmethode von Voller et al. (19)
wurden die Polystyrolkugeln batchweise in 50 mmol/1 Natrium-
hydrogencarbonatlösung vom pH 8,2 mit 0,1 g/l monoklonalem
(Maus) Anti-HuIFN-o,. (Lk9) während 16 Stunden bei 18-26 °C
inkubiert. Anschließend wurden die sensibilisierten Kugeln mit
destilliertem Wasser gewaschen und in 0,1 mol/1 TRIS/HC1, pH
7,5 bei 2-8 °C aufbewahrt.
Herstellung von Peroxidase-Konjugat mit monoklonalem (Maus)
Entsprechend der MiÄa/iß-Methode (20-22) wurden Zuckerreste'
der Peroxidase mit Natriumine taperiodat zu Aldehydgruppen
oxidiert, die dann anschließend mit freien Aminogruppen des
HüIFN-öf -Antikörpers reagierten. Mit Hilfe einer Sephacryl
S-300 Chromatographie wurde das Anti-Interferon-Peroxidase-
Konjugat von den freien Reaktionspartnern abgetrennt.
Allgemeine Testvorschrift zur Durchführung des enzym-
immunologischen Interferontests
In Sarstedt Teströhrchen (11 X 75 mm) werden gegeben:
1. 0,2 ml Probe, unverdünnt bzw. mit dem
 nVerdiinnungs-
puffer" (0,1 mol/1 Natriumphosphatpuffer vom pH 6,5 mit
10 g/l Rinderserumälbumin und 200 ml/l Humanserum) ent-
sprechend verdünnt, oder
0,2 ml Interferon-Standärdlösungen (0 I.U./1, 12,5 103
I.U./1, 25 X IQ3 LU./l und 50 103 LU./l Interferon gelöst
im „Verdünnungspuffer")·
2. 0,05 ml Testlösung (0,5 mg/1 Peroxidase-Konjugat mit
monoklonalem (Maus) Anti-HulFN-ar in Humanserum mit
0,1 mol/1 Natriumphosphatpuffer vom pH 6,5).
3. Polystyrolkugel, beschichtet mit monoklonalem (Maus)
Nach einer Inkubation von 10-24 Stünden bei 18-26 °C
werden die Kugein dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen,
um das nicht gebundene Material zu entfernen. Die ah die Kugel
immunologisch gebundene Peroxidase wird* anschließend be-
stimmt, indem zur gewaschenen Kugel im Teströhrchen 0,5 ml·
Substratpuffer (0,1 mol/1 Kaüumcitratpuffer vom pH 5,0 mit
6 mmol/1 H2(>2 und 40 mmol/11,2-Phenylendiamin) zugegeben
und während genau 30 Minuten bei 18-20 °C inkubiert wird.
Die enzymatische Reaktion wkd dann durch Zusatz von 0,5 ml
einer 4 mol/1 Salzsäure abgestoppt und die Farbintensität
bei der Wellenlänge 492 nm innerhalb von 60 Minuten photo-
metrisch bestimmt. Der Interferon-Gehalt der Proben wird an
Hand der mitgefuhrten Standardlösungeri berechnet.
Resultate
Einfluß der Pufferart, der Pufferkonzentration, der
lonenstärke und des pH-Wertes auf den Interferon-EIA
Unter sonst identischen Reaktionsbedingungen wurde
der Einfluß der folgenden Puffersysteme bei einer jewei-
ligen Konzentration von 0,1 mol/1 untersucht: Trietha-
nolamin, pH 7,5; TRIS/HC1, pH 7,5; Natriumborat, pH
7,0; Natriumphosphat, pH 6,5; Natriumcitrat, pH 5,0
und Natriumacetat, pH 5,0.
Mit Natriumphosphat werden bezüglich Testempfind-
lichkeit und Reagenzienleerwert die besten Resultate
erzielt. Mit Natriumcitrat und Natriumacetat resultiert
wegen des tieferen pH-Wertes ein hoher Reagenzien-
leerwert.
Innerhalb des untersuchten Konzentrationsbereichs von
25—400 mmol/1 hat die Natriumphosphatkonzentration
im pH-Bereich von 6,5 keinen signifikanten Einfluß
weder auf die immunologische Reaktionskinetik, noch
auf die Testempfindlichkeit, noch auf den Reagenzien-
leerwert. Die weiteren Versuche wurden daher mit einer
Natriumphosphatkonzentration von 0,1 mol/1 durchgeführt.
Ein Zusatz von Natriumchlorid zur Testlösung im Kon-
zentrationsbereich von 0-400 mmol/1 zeigt keinen
Einfluß auf die Testresultate.
In weiteren Versuchen wurde die Abhängigkeit der
immunologischen Reaktion vom pH-Wert der phos-
phatgepufferten Testlösung abgeklärt. Die Resultate,
die in der Abbildung 2 zusammengestellt sind, zeigen
ein starkes Absinken des Reagenzienleerwertes mit
steigendem pH-Wert, während die Testempfindlich-
keit beim pH 6,5 am höchsten ist. Bei allen unter-
suchten pH-Werten (pH 4,5 bis 8,5) konnte eine lineare
Proportionalität der Farbintensität zur eingesetzten
Interferon-Konzentration festgestellt werden. Für die
weiteren Versuche wurde die Testlösung auf den pH
6,5 eingestellt.
Humanserum als Matrix der Interferon-EfA-Testlösung
Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen wurden der
Interferon-Testlösung unterschiedliche Mengen von
Rinderserumalbumin (0—50 g/l), Rinderserumglobulin
(0-10 g/l), Rinderserum (0-400 ml/l), Ziegenserum
(0^-400 ml/l), Pferdeserum (0-200 ml/l) und Human-
serum (0-1000 ml/l) zugesetzt. Zudem wurden diverse
Mischungsverhältnisse der erwähnten Seren untersucht.
J. Clin. Chem. Cljn. Biochem. / Vol. 20,1982 / No. 12
910 Gallati: Interferon: Enzym-immunologische Bestimmung mit monoklonalen Antikörpern
pH-Wert der Testlösung
4,5
5.5
6,5
12,5 25 50 103
Interferon [I.U./1]
Abb. 2. Abhängigkeit des Interferon-EIA vom pH-Wert der Test-
lösung.
Der Interferon-EIA wurde nach der allgemeinen Testvor-
schrift durchgeführt, außer daß der pH-Wert der Anti-
Interferon-Peroxidaselösung entsprechend variiert wurde.
Mit 100% Humanserüm als Matrix der Interferon-Test-
lösung werden die günstigsten Resultate bezüglich der
Testempfindlichkeit, des Reagenzienleerwerts, der Repro-
duzierbarkeit, der Stabilisierung der enzymatischen und
immunologischen Aktivität des Anti-HuIFN-Or-Peroxidase-
Konjugats wie auch der Praktikabilität der Testdurch-
führung erzielt.
Ein wesentlicher Vorteil der Verwendung von Human-
serum als Matrix für die Testlösung besteht darin, daß
der Interferon-EIA als "One-tube-Test" durchgeführt
werden kann: Für die immunologische wie auch für die
enzymatische Reaktion kann das gleiche Teströhrchen
benützt werden. Auf diese Weise muß nur ein einziges
Röhrchen für jede Probe angeschrieben werden, und
zudem entfällt das Transferieren der gewaschenen
Kugel in ein frisches Teströhrchen.
Das für die Testlösurig vorgesehene Humanserum wird
vorgängig geprüft auf Interferon oder auf andere Sub-
stanzen, die den Interferon-EIA beeinflussen könnten.
Abhängigkeit des Interferon-EIA vom Gehalt an Anti-
HuIFN-Cif-Peroxidase-Konjugat
Für den Einsatz im Interferon-EIA muß das Anti-
HuIFN-a,.-Peroxidase-Konjugat eine möglichst hohe
spezifische Immunaktivität wie auch Enzymaktivität
besitzen.
Mit steigender Konzentration an Ant^HüIFN-a,.-
Peroxidase-Konjugat in der Testlösung nimmt die test-
empfmdlichkeit zu, ohne daß der entsprechende
Reagenzienleerwert wesentlich ansteigt (Abb. 3). mit
Hilfe der Konjugatkonzentration kann somit die
gewünschte Testempfindlichkeit wie auch der Inter-
feron-Meßbereich eingestellt werden. Da bisher Anhalts-
punkte über die Interferon-Konzentration im Blut
fehlen, wurde der generelle Interferön-EIA vorläufig
für einen Meßbereich von 0-50 X l O3 I.U./l Interferon
mit einer Nachweisgrenze von etwa l 3 I.Ü./l aus-
gelegt.
Anti-IFN-cCHPeroxidase
[mg/l]
4
12.5 25 50 *103
Interferon (LUV l}
Abb. 3. Einfluß der Anti-InterferomPeroxidä^Konzentration aiif
den Interferori^EIA.
Der Interferon'-ELA wurde nach der allgemeinen Testvor-
schrift durchgeführt, außer daß die Konzentration an Anti-
Interferon-PeroxidaserKonjugat in der Testlösung ent-
sprechend variiert wurde.
Einfluß der Inkubationsdauer und, der Inkubations-
temperatur auf den Interferon-EIA
Die Testempfindlichkeit des Interferon- ist abhängig
von der Dauer und der Temperatur der immunologischen
Reaktion. Dabei ergibt sich überraschenderweise bei einer
16-stündigen Inkubationsdauer die höchste Testempfind-
lichkeit bei einer Inkubationstemperatur von 2=-8 ÖC.
Bei 18-26 °C ist die Testempfindlichkeit etwas geringer,
während sie bei einer Reäktionstemperatür von 37 °C
wesentlich abfällt (Abb. 4). Die unterschiedlichen Inku-
bationstemperaturen zeigen keinen Einfluß weder auf
die Linearität der Interferon-Standardkurve noch auf
den Reagenzienleerwert.
In Abbildung 5 ist die Kinetik der immunologischen
Reaktion des Interferons mit den beiden Reaktions-
pärtnern, dem an die Kugel adsorbierten Anti-HuIFN-
OT lind dem Anti-HuIFN-Oj.Peroxidase-Konjugat, für
die drei Inkubationstemperaturen 2—$ÖC, 18-26 °C
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4. Einfluß der Inkubationstemperatur der immunologischen
Reaktion auf den Interferon-ElA.
Der Interferon-ElA wurde nach der allgemeinen Test-
vorschrift durchgeführt, außer daß die Inkubationstempe-
ratur während der immunologischen Reaktion entspre-
chend variiert wurde. Die Inkubationsdauer betrug bei
allen drei Versuchen 16 Stunden.
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Abb. 5. Kinetik der immunologischen Reaktion beim Interferon-
EIA in Abhängigkeit von der Inkubationstemperatur.
6er Interferpn-EIA wurde nach allgemeiner Testvor-
schrift durchgeführt, außer daß die Inkubationsdauer
und die Inkubationstemperatur entsprechend variiert
wurden.
und 37 °C dargestellt. Unter den gegebenen Reaktions-
bedingungen scheint das Reaktionsgleichgewicht bei
einer Inkubationstemperatur von 37 °C schon nach
10 Stunden erreicht zu sein, während bei 2-8 °C die
immunologische Reaktion nach 24 Stunden noch nicht
abgeschlossen ist. Bei dieser Reaktionskinetik ist beson-
ders zu beachten, daß die maximal mögliche Testemp-
findlichkeit mit steigender Inkubationstemperatur ab-
nimmt.
Die Kinetik der immunologischen Reaktion, wie sie in
der Abbildung 5 dargestellt ist, macht die Relativität
der Resultate der Abbildung 4 deutlich. Je nach der
Inkubationsdauer werden - bezogen auf die drei unter-
suchten Inkubationstemperaturen - unterschiedliche
Testempfindlichkeiten erreicht. Eine identische Test-
empfindlichkeit würde demnach für die Inkubations-
temperaturen 2-8 °C und 18-26 °C bei einer Inkuba-
tionsdauer von 12 Stunden erhalten.
Aus Gründen der Praktikabilität und der besseren
Reproduzierbarkeit der Testresultate wird für die Durch-
führung des Interferon-EIA eine Inkubationstemperatur
von 18-26 °C (Raumtemperatur) sowie eine Inkubations-
dauer von 16 (10-24) Stunden vorgeschlagen.
Testbedingungen der enzymatischen Indikatorreaktion
Nach der immunologischen Reaktion wird das nicht
gebundene Material durch einen Waschschritt abgetrennt,
und die Kugeln werden in Peroxidasesubstrat-Puffer
während 30 Minuten bei 18-26 °C inkubiert. Entspre-
chend den optimierten Reaktionsbedingungen (23)
enthält diese Substratpufferlösung 40 mmol/1 l ,2-
Phenylendiamin und 6 mmol/1 H202 in 0,1 mol/1 Kalium-
citratpuffer vom pH 5,0. Durch die katalytische Reak-
tion der an die Kugel immunologisch gebundenen Per-
qxidase wird bei Anwesenheit von H202 das l ,2-Phenyl-
endiamin zum gelb-braunen 2,2'-Diaminoazobenzol
kondensiert.
Durch Zusatz von Salzsäure wird der pH-Wert des Per-
oxidasesubstrat-Puffers unter 1,0 gesenkt. Dadurch
wird die Peroxidaseaktivität sogleich und vollständig
abgestoppt und zudem die Farbintensität des gebildeten
2,2'-Diaminoazobenzols wesentlich erhöht.
Enzymrimmunologische Interferon-Bestimmung im
Serum oder Plasma?
Auf Grund der bisherigen Resultate sollte für die
Bestimmung des Interferons nur Serum verwendet
werden.
Interferon in Humanplasmen wird nur unvollständig
und von Plasma zu Plasma sehr unterschiedlich erfaßt.
Dagegen liegt die Wiederflndungsrate des Interferons
in Humanseren bei 100% und es konnten innerhalb der
bisherigen Studien keine individuellen Unterschiede
von Serum zu Serum festgestellt werden.
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Eine partielle Hämolyse stört die Interferon-Bestimmung
im Serum nicht.
Zur Stabilisierung von Interferon-Proben darf kein
Natriumazid verwendet werden, da schon kleinste Mengen
dieser Substanz die Peroxidase irreversibel inaktivieren..
Bestimmung des bakteriell gewonnenen und des aus Blut
gereinigten Leukocyten-Interferons mit dem enzym-
immunologischen Test
Das Interferon, das bei viralen Infektionen von den indu-
zierten Leukocyten gebildet und sezerniert wird, ist nicht
homogen. So konnten bis jetzt über 10 verschiedene
Leukocyten-Interferone identifiziert werden. Es ist daher
verständlich, daß die beiden im Interferon-EIA verwen-
deten monoklonalen Antikörper nicht mit allen natürlich
vorkommenden Leukocyteninterferonen reagieren. Die
Standardkurven der Abbildung 6 zeigen eine wesentlich
größere immunologische Aktivität des Interferon-EIA
mit dem bakteriell gewonnenen Leukocyteninterferon
als mit dem aus Blut isolierten Leukocyten-Interferon.
Die biologische, antivirale Aktivität der beiden unter-
suchten Leukocyten-Interferonlösungen (HuIFN- und
HuIFN- ,.) war identisch.
u
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Abb. 6. Enzym-immunologische Bestimmung einer aus Blut
isolierten Leukocyteninterferonprobe (°—o) und
einer bakteriell hergestellten Leukocyteninterferon-
lösung (·—·), beide Lösungen mit gleicher antiviraler
Aktivität.
Der Interferon-EIA wurde nach allgemeiner Vorschrift
einmal mit einer aus Blut isolierten Leukocyteninter-
feronprobe und einmal mit einer bakteriell hergestellten
Leukocyteninterferonlösung durchgeführt. Beide Lösun-
gen wurden durch entsprechende Verdünnung auf die
gleiche antivirale Aktivität gebracht.
Testempfindlichkeit des enzym-immunologischen Inter-
ferontests
Während der immunologischen Reaktion wird das Inter-
feron aus der Probe an die mit Anti-HüIFN-o, beschich-
tete Kugel gebunden und mit AntifluIFN^Peroxidase-
Konjugat markiert. Wesentliche Voraussetzung für eine
quantitative Erfassung des Interferons ist der intensive
Kontakt der Testlösung mit der Kugeloberfläche.
Diese Voraussetzung wird erfüllt, wenn die Interferon-
Bestimmung entsprechend der allgemeinen Testvorschrift
mit einem Lösungsvolumen von 0,25 ml1 (0,2 ml Probe
und 0,05 ml Testlösung) in Sarstedt-Röhrchen (75 X 11
irim) durchgeführt wird.
Die oben erwähnte Voraussetzung wird aber auch dann
erfüllt, wenn ein größeres Proberivolumen eingesetzt
wird, dafür aber während der immunologischen Reak-
tion die Teströhrchen bewegt werden, so daß die
beschichtete Kugel mit der gesamten Testlösüng in
Kontakt kommt. Durch die Vergrößerung des £roberi-
volumens kann die Empfindlichkeit des Interferon-EIA
wesentlich gesteigert werden, so daß Werte bis 1001.U./l
Interferon meßbar werden (Abb. 7).
1.6- Probevolumen
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Abb. 7. Empfindlichkeit des InterferonrEIA in Abhängigkeit
des eingesetzten Probevolumens.
Durchführung des Interferon-EIA. nach allgemeiner Vor-
schrift, außer daß das Probevolumen entsprechend
variiert und die Teströhrchen während der 16stündigen
Inkubation leicht geschaukelt wurden.
Zur Einhaltung gleicher Testbediftgungen muß mit dem
Probenvolumen proportional auch das Volumen der
Testlösüng verändert werden. Andererseits kann dei*
Meßbereich wesentlich erweitert und damit zusammen-
hängend die Testempfindlichkeit verringert werden;
indem die Dauer der immunologiscihen Reaktion z.B.
auf 30 Minuten verkürzt wird. Ein solcher „Rapid^Test"
ist vor allem zur Überwachung der 'bakteriellen Produk-
tion und der Reinigung von bakteriellem Interferon
von praktischer Bedeutung. Die Abbildung 8 zeigt die
Interferon-Standardkurve im Meßbereich von 0—106
I.U°./1, wie sie mit dem „Rapid-Test" erhalten würde.
Die Standardkurve ist nicht vollständig linear.
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Abb. 8. Standardkurve des Interferon-EIA-„Rapid"-Tests.
Durchführung des Interferon-EIA nach allgemeiner
Vorschrift, außer daß die immunologische Reaktion
auf 30 Minuten reduziert und der Meßbereich des
Interferons auf 0-106 I.U./l ausgedehnt wurde.
Reproduzierbarkeit des Interferon-EIA
Die Ergebnisse der Reproduzierbarkeitsprüfung des Inter-
feron-EIA innerhalb einer Serie von 20 Bestimmungen
an Hand von drei unterschiedlich aufgestockten Human-
seren sind in der Tabelle l zusammengefaßt. Die Varia^
tionskoeffizienten schwanken von 2,9% bis 6,1%.
Tab. 1. Variationskoeffizient des Interferon-EIA.
' Drei Seren mit unterschiedlichem Interferon-Gehalt
wurden nach Vorschrift mit dem Interferon-EIA einer
20fachen Bestimmung innerhalb einer Serie unterzogen.
Interferon-Gehalt
Anzahl Bestimmungen
s(AA492nm/30min(200C))
VK
Serum
A
20X103
1.U./1
20
0,897
0,054
6,08%
Serum Serum
B C
30X103 50X103
I.U./1 I.U./1
20 20
1,244 2,078
0,063 0,060
5,08% 2,90%
Diskussion
Das Interferon kann therapeutische, diagnostische und
vielleicht auch prophylaktische Bedeutung erlangen.
Therapeutisch wird das Interferon zur Behandlung von
vitalen Infektionen und möglicherweise auch von spezi-
ellen Krebserkränkungen eingesetzt werden. Dazu sind
allerdings größere Mengen von reinem Interferon not-
wendig, d,as heute in Bakterien (JB. coli) durch DNA-
Rekombinationstechnik hergestellt und äffinitätschro-
matographisch gereinigt werden kann. Diagnostisch
wird da§ Interferon zur Differenzierung von Infektionen
interessant werden. Bei einem Virus-Befall ist die Inter-
feron-Konzentration im Blut (24-26) erhöht. Das
Interferon könnte aber auch prophylaktische Bedeutung
erlangen. Möglicherweise nimmt unter bestimmten Vor-.
aussetzungen die Fähigkeit zur Interferonbildung ab, so
daß der Organismus den Virusinfektionen entsprechend
schutzlos gegenüber steht. Durch geeignete Testanordnung
könnte dieser Defekt diagnostiziert und durch ent-
sprechende Interferongaben korrigiert werden.
Für all diese Anwendungsgebiete des Interferons ist aber
eine möglichst einfache, spezifische und äußerst empfind-
liche Testmethode wesentliche Voraussetzung.
Der in dieser Arbeit vorgeschlagene enzym-immuno-
logische Interferontest ist sehr einfach in der Durch-
führung. Bisher wurden die Festphasen-Sandwich-
Tests mit zwei separaten immunologischen Reaktions-
schritten durchgeführt. In einem ersten Schritt reagierte
das zu bestimmende Antigen mit einem entsprechenden
Antikörper, der an eine feste Phase gebunden war. Nach
einem Waschschritt wurde dann anschließend in einem
zweiten Schritt das Antigen mit einem entsprechend
markierten Antikörper zur Umsetzung gebracht. In-
zwischen hat sich aber gezeigt, daß diese beiden Reak-
tionsschritte während einer einzigen Inkubation durch-
geführt werden können. Dabei wird das Interferon
gleichzeitig mit dem Peroxidase-markierten Interferon-
Antikörper und der mit Anti-Interferon beschichteten
Polystyrolkugel inkubiert. Diese „Eintopf'-Testmethode
ist prinzipiell immer dann möglich, wenn die zu bestim-
mende Substanz mindestens zwei verschiedene immu-
nologische Bindungsstellen besitzt, wenn zwei Anti-
körper eingesetzt werden, die auf die beiden unter-
schiedlichen Epitope des Antigens ausgerichtet sind,
und wenn die beiden Antikörper sich in ihrer Reaktion
mit dem Antigen nicht gegenseitig behindern. Für diese
„Eintopf"-Testmethode sind monoklonale Antikörper
besonders geeignet.
Der enzym-immunologische Test bestimmt spezifisch
jene Interferone, die von den vorhandenen Antikörpern
erkannt werden. Beim hier beschriebenen Test werden
monoklonale Antikörper eingesetzt. Daher ist es ver-
ständlich, daß mit diesem Testsystem nicht alle natürlich
vorkommenden Leukocyteninterferone erfaßt werden.
Prinzipiell kann aber durch die Wahl der Antikörper oder
der Antikörpermischüngen die gewünschte Spezifität des
immunologischen Interferontests festgelegt werden.
Bei der Interferon-Bestimmung ist die immunologische
und die antivirale Aktivität zu unterscheiden. Während
der immunologische Test molekularspezifisch ist, erfaßt
der biologische Interferontest jene Substanzklassen,
die antivirale Aktivität besitzen.
Der Meßbereich und damit zusammenhängend die Test-
empfindlichkeit kann je nach den Anforderungen frei
gewählt werden. So kann bei entsprechender Durch-
führung des Interferontests einerseits die Nachweis-
grenze bis zu einer Konzentration von 100 I.U./l Inter-
feron gesenkt und andererseits der Meßbereich bis l O6
I.U./l Interferon ausgedehnt werden.
Die Reproduzierbarkeit dieses einfachen, enzym-
immunologischen Interferontests ist erwartungsgemäß
gut. Die Variationskoeffizienten innerhalb einer Serie
betragen 2,9 bis 6,1%.
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